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O Staphylococcus aureus faz parte da microbiota da pele, mucosas e nasofaringe de vÆrias espØcies animais, incluindo
o homem, mas tambØm estÆ associado a enfermidades como abscessos, bacteremias, endocardites e osteomielites,
alØm de se mostrar resistente a mœltiplas drogas. Este trabalho foi realizado com a finalidade de avaliar o efeito do gÆs
ozônio, dissolvido em Ægua, sobre o S. aureus. Foram preparadas suspensıes de S. aureus, com concentraçıes varian-
do de 106 a 1016 microrganismos/ml. De cada suspensªo recØm-preparada foi retirado 1 ml e adicionado a 99 ml de
Ægua destilada estØril (com ou sem prØvia ozonizaçªo), em um reator de cristal. Foram preparadas diluiçıes seriadas
(1/10) das suspensıes testadas e inoculado 0,1 ml de cada suspensªo em Tryptic Soy Agar, incubadas a 37”C por
24 h, quando entªo se procedeu à contagem das UFC. Os resultados obtidos mostraram que o tempo mÆximo para a
inativaçªo total das bactØrias tratadas com Ægua previamente ozonizada (0,6 mg/ml) foi de 525 e, para a Ægua nªo
previamente ozonizada, foi de 2345, indicando um efeito antibacteriano mais rÆpido da Ægua previamente ozonizada,
frente ao S. aureus.
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INTRODU˙ˆO
Uma parte importante da literatura odontológi-
ca tem se dedicado, atualmente, aos riscos ocupa-
cionais aos quais os cirurgiıes-dentistas, seus au-
xiliares e pacientes estªo expostos. A ocorrŒncia de
doenças infecto-contagiosas no ambiente profis-
sional tem sido reconhecida hÆ muito tempo, mas
somente após a descoberta do vírus HIV e das suas
formas de transmissªo Ø que um maior enfoque foi
dado para o controle de infecçıes na prÆtica odon-
tológica (CRAWFORD6, 1985; HAZELKORN et al.13,
1996; EDMUNDS et al.10, 1998). VÆrios microrga-
nismos orais, como estreptococos e estafilococos,
sªo potencialmente patogŒnicos e podem causar
sØrias infecçıes, especialmente em indivíduos
imunocomprometidos (NEIDLE; YAGIELA18, 1991;
MEURMAN et al.16, 1997). Assim, o controle de pa-
tógenos vem se tornando uma preocupaçªo cons-
tante das ciŒncias mØdicas e biológicas. Em Odon-
tologia, tem-se procurado minimizar o risco de
transmissªo de microrganismos provenientes dos
sistemas de Ægua das unidades dentais, que sªo
locais propícios ao desenvolvimento de populaçıes
microbianas (WILLIAMS et al.22, 1994; ATLAS et
al.1, 1995). Muitas espØcies de microrganismos vi-
vem em comunidades complexas denominadas
biofilmes, que se formam sobre uma variedade de
superfícies, como por exemplo as tubulaçıes dos
sistemas de conduçªo de Ægua (PREVOST et al.19,
1995; WINPENNY23, 1997). BactØrias tais como
P. aeruginosa e S. aureus, de nutriçªo pouco exi-
gente, sªo freqüentemente encontradas nos enca-
namentos e conexıes de plÆstico, pois este materi-
al fornece uma fonte de carbono para o seu
metabolismo, favorecendo a formaçªo de uma co-
bertura lodosa, o que dificulta a açªo dos desinfe-
tantes (BECK2, 1995).
Embora no início, o gÆs ozônio (O3) tenha sido
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utilizado com a finalidade de desinfecçªo da Ægua,
outras funçıes foram-lhe atribuídas (VOSMAER21,
1916), como reduçªo de cor, odor e sabor; potente
oxidaçªo de compostos orgânicos e inorgânicos e
como precipitante de metais pesados. Tem sido
considerado tambØm um microbicida eficaz, agin-
do sobre vírus, fungos e bactØrias. Supıe-se que o
ataque primÆrio do ozônio se dŒ sobre a parede ce-
lular da bactØria e, depois, ao penetrar no interior
da cØlula, este agente promove a oxidaçªo dos ami-
noÆcidos e Æcidos nuclØicos. A lise celular depende
da extensªo destas reaçıes (GURLEY12, 1985).
Como o ozônio tem sido utilizado, hÆ mais de
80 anos, no tratamento da Ægua potÆvel em vÆrios
países da Europa, e por mostrar eficÆcia no trata-
mento da Ægua de uso hospitalar, assim como nas
unidades dos equipamentos odontológicos (DIAZ
et al.7, 1995), o objetivo do presente trabalho foi
testar o efeito deste gÆs, dissolvido em Ægua, sobre
os Staphylococcus aureus.
MATERIAL E MÉTODOS
Produçªo da Ægua ozonizada
O conjunto elaborado para obter-se Ægua ozoni-
zada nas concentraçıes necessÆrias, constitui-se
de:
 cilindro de oxigŒnio/vÆlvulas redutoras com
manômetros;
 gerador de ozônio (Ozone, mod. EAS 30 - UV),
com capacidade de produçªo de 0,5 g/h
(0,25%, p/p, na mistura O2/O3). O ozônio, neste
sistema, foi gerado pela açªo dos raios ultravio-
leta sobre as molØculas de oxigŒnio de alta pu-
reza;
 reator de cristal com capacidade de 100 ml,
acoplado ao gerador de ozônio formando um
sistema de difusªo de bolhas finas.
Para produçªo da Ægua ozonizada, foi colocado
o volume de 100 ml de Ægua destilada autoclavada
no reator de cristal, onde se borbulhava a mistura
O2/O3.
Limpeza e esterilizaçªo do sistema de
ozonizaçªo
Para assegurar a esterilizaçªo e limpeza do sis-
tema, ozonizou-se o volume de 100 ml de Ægua
destilada autoclavada contida no reator de cristal,
por 20 minutos. Após este tempo, esta Ægua foi
desprezada e igual volume foi recolocado para dar
início ao experimento.
Obtençªo das suspensıes bacterianas
Foram utilizadas cepas de Staphylococcus au-
reus cedidas pelo Laboratório de Microbiologia da
Escola de FarmÆcia e Odontologia de Alfenas. Com
estas bactØrias na fase logarítmica, foram prepa-
radas suspensıes, em soluçªo salina, cujas con-
centraçıes variavam de 106 a 1016 microrganis-
mos/ml. Para a obtençªo desta contagem inicial
de microrganismos, as suspensıes foram submeti-
das a diluiçıes seriadas.
Experimentos
Foram realizados em dois grupos, colocando-se
em contato suspensıes bacterianas com:
 Grupo I - Ægua destilada previamente ozonizada
a uma concentraçªo inicial de 0,6 mg/l;
 Grupo II - Ægua destilada sem prØvia ozonizaçªo.
Nos experimentos do Grupo I, após a limpeza e
a esterilizaçªo do sistema de difusªo de bolhas fi-
nas, colocou-se 99 ml de Ægua destilada estØril, no
reator de cristal e o sistema foi acionado, ozonizan-
do-se esta Ægua por 20 minutos, obtendo-se, as-
sim, a saturaçªo de 0,6 mg/l. Após este período, foi
adicionado, à Ægua ozonizada no reator, 1 ml da
suspensªo de Staphylococcus aureus, recØm-pre-
parada, cronometrando-se e mantendo-se o fluxo
de ozônio constante atØ o tØrmino do experimento.
Imediatamente, amostras em triplicatas de 0,1 ml
foram retiradas do centro do reator, submetidas a
diluiçıes seriadas e inoculadas em Tryptic Soy
Agar (TSA, BBL) para a determinaçªo da quantida-
de de microrganismos, neste intervalo de tempo.
Novas amostras e suas diluiçıes foram inoculadas
com intervalos variados (devido às dificuldades
tØcnicas de se padronizar os intervalos), a fim de
determinar o tempo de morte de 99% das bactØ-
rias. As placas inoculadas foram incubadas em es-
tufa a 37”C e, após 24 horas, procedeu-se à conta-
gem de UFC, determinando-se a concentraçªo
bacteriana em cada intervalo do experimento.
Para os experimentos do Grupo II, foi colocado,
no reator, o volume de 99 ml de Ægua destilada es-
tØril, adicionado de 1 ml da suspensªo bacteriana
em teste. Após este procedimento, o sistema de
ozonizaçªo e o cronômetro foram acionados simul-
taneamente. Foi mantido o fluxo constante de ozô-
nio atØ o final dos experimentos. As etapas seguin-
tes foram iguais às descritas para o Grupo I.
RESULTADOS
Foram realizados nove experimentos com sus-
pensıes de Staphylococcus aureus (Tabela 1), cu-
jas concentraçıes variaram de 1,7 x 106 a
1,0 x 1016, em Ægua previamente ozonizada. Em to-
dos eles, foi observada mais de 99% de morte bac-
teriana, jÆ na primeira tomada de amostra da sus-
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pensªo. Os tempos destas tomadas variaram de
4 segundos a 1 minuto e 52 segundos. A inativaçªo
bacteriana total, nestes experimentos foi consegui-
da com o tempo variando entre 4 segundos e 5 mi-
nutos e 25 segundos.
Na Tabela 2, observa-se que foram realizados
quatro experimentos com suspensıes de Staphylo-
coccus aureus, cujas concentraçıes variaram de
1,7 x 106 a 2,6 x 1010, em Ægua sem prØvia ozoniza-
çªo. A inativaçªo total ocorreu no intervalo de
1 minuto e 31 segundos a 23 minutos e 45 segun-
dos.
Os dados obtidos foram analisados estatistica-
mente atravØs do teste t de Student, com um nível
de significância de 10% (α = 0,1). Os resultados
mostraram que o tempo de inativaçªo bacteriana foi
menor no Grupo I, quando comparado ao Grupo II.
DISCUSSˆO
A Odontologia assumiu a responsabilidade de
melhorar a qualidade dos cuidados odontológicos
com os pacientes e, sendo assim, a adoçªo de uma
metodologia para o controle de infecçıes Ø um
exemplo importante da qualidade da prÆtica profis-
sional (COTTONE et al.5, 1996). Uma das formas de
controle Ø por meio da utilizaçªo de agentes anti-
bacterianos, como o ozônio, que, pelo seu amplo es-
pectro de açªo antimicrobiano e ainda por atuar
como agente purificador da Ægua, pode auxiliar o
processo de descontaminaçªo do sistema de distri-
buiçªo de Ægua dos consultórios dentais (WIL-
LIAMS et al.22, 1994; BECK2, 1995; RODRIGUES20,
1994), levando a um padrªo aceitÆvel de sua quali-
dade (GURLEY12, 1985; DOMINGUE9, 1988).
Os dados obtidos neste trabalho (Tabelas 1 e 2)
demonstraram o efeito antibacteriano do ozônio
sobre o S. aureus, mesmo em suspensıes com ele-
vada turbidez, uma vez que foram utilizadas sus-
pensıes cujas concentraçıes bacterianas eram,
em sua maioria, superiores às de outros trabalhos,
em que se utilizavam suspensıes com concentra-
çıes variando de 104 a 108 UFC/ml (LEZCANO et
al.14,15, 1997; FETNER; INGOLS11, 1959; BROAD-
WATER et al.4, 1973). De fato, estes mesmos auto-
res obtiveram resultados semelhantes, mas com
concentraçıes diferentes de ozônio. Para LEZ-
CANO et al.14 (1997a), a variaçªo de concentraçªo
de ozônio residual foi de 0,3 a 2,61 mg/l.
GURLEY12 (1985), trabalhando com S. aureus e ou-
tras espØcies bacterianas, em suspensıes conten-
do entre 106 a 107 UFC/ml, com uma concentraçªo
de ozônio residual inicial de 0,3 a 1,5 mg/l, conse-
guiu inativaçªo bacteriana total em 5 minutos.
DICKERMAN et al.8 (1954) tambØm obteve resulta-
dos semelhantes nestas mesmas condiçıes. Entre-
tanto, nos trabalhos citados, havia a aferiçªo, a
cada instante, do residual de ozônio presente na
Ægua, por meio de dispositivos ainda nªo disponí-
veis no Brasil. Por este motivo, estabeleceu-se,
neste trabalho, a concentraçªo de ozônio somente
no início (0,6 mg/l), pela impossibilidade da aferi-
çªo no seu decorrer, mas Ø provÆvel que houvesse
um residual inferior a 0,6 mg/l. Pode-se observar
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TABELA 1 - Tempo de inativaçªo de Staphylococcus au-
reus pelo ozônio presente em Ægua previamente tratada.
Experi-
mento
Início 1“ tomada
Final do
experimento
N° de
cØl./ml
Tempo
N” de
cØl./ml
Tempo
N” de
cØl./ml
1 3,0 x 1010 32 3,0 x 106 525 0
2 2,6 x 1012 152 1,6 x 105  
3 1,4 x 1013 114 1,7 x 107  
4 3,5 x 1012 28 0 28 0
5 2,0 x 107 4 0 4 0
6 1,0 x 1016 6 0 325 0
7 1,0 x 108 30 6,5 x 104 226 0
8 4,0 x 1013 20 6,0 x 103 229 0
9 1,7 x 106 40 30 126 0
x 1,12 x 1015 3844 5,48 x 105 145 0
Desvio
padrªo
3,33 x 1015 34 1,07 x 106 152 0
TABELA 2 - Tempo de inativaçªo de Staphylococcus au-
reus pelo ozônio presente em Ægua nªo tratada previa-
mente.
Experi-
mento
Início 1“ tomada
Final do
experimento
N” de
cØl./ml
Tempo
N” de
cØl./ml
Tempo
N” de
cØl./ml
1 2,6 x 1010 031 2,0 x 109 2345 0
2 1,7 x 106 040 50 131 0
3 3,0 x 109 052 5,0 x 108 2007 0
4 1,2 x 107 035 1,3 x 108 1502 0
x 7,25 x 109 3950 6,58 x 108 1506 0
Desvio
padrªo
1,26 x 1010 911 9,20 x 108 944 0
que na primeira tomada da amostra no experimen-
to 4, cujo tempo nªo excedeu a 35 segundos, hou-
ve um aumento virtual do nœmero de bactØrias
(Tabela 2). Isto pode ser explicado levando-se em
conta que a cultura utilizada estava na fase loga-
rítmica de crescimento, com muitas bactØrias em
divisªo e, assim, o ozônio, atuando na matriz inter-
celular bacteriana, promoveu a dispersªo desses
microrganismos. AlØm disso, as bactØrias foram
semeadas num meio de cultura sólido e, ao serem
retiradas, muitas permaneciam agregadas, mesmo
quando na forma de suspensªo. Portanto, houve
uma maior disseminaçªo bacteriana, ocasionada
pela desorganizaçªo da matriz por meio da açªo do
ozônio, que agiu de forma a dispersar os microrga-
nismos, antes de atuar como um antimicrobiano
(MINGUEZ17, 1990).
Comparando-se os resultados das Tabelas 1 e 2,
foi verificado que, ao utilizar-se Ægua previamente
ozonizada, mesmo em suspensıes contendo um
elevado nœmero de UFC/ml, obteve-se a inativaçªo
total, com tempos variando de 4 segundos a 5 mi-
nutos e 25 segundos, enquanto na Tabela 2, para
obter este resultado, foram necessÆrios de 1 minuto
e 31 segundos a 23 minutos e 45 segundos.
A partir dos dados obtidos nestes experimentos,
Ø possível sugerir que a Ægua obtida após um pe-
ríodo de 30 minutos de prØvia ozonizaçªo, com re-
sidual de 0,6 mg/l de ozônio inicial, seria de exce-
lente padrªo. Trabalhando-se deste modo, a
formaçªo do biofilme seria dificultada, melhoran-
do a qualidade oferecida pelo serviço odontológico.
CONCLUSÕES
A anÆlise dos resultados obtidos neste trabalho
permite concluir que:
1. houve diferença no tempo de açªo de desinfec-
çªo, quando se empregou Ægua previamente
tratada com ozônio e aquela nªo tratada previa-
mente;
2. trabalhando-se com residual inicial de 0,6 mg/l
de ozônio dissolvido em Ægua, após 30 minutos
de fluxo constante, nªo foram obtidas culturas
positivas de S. aureus nas condiçıes dos experi-
mentos;
3. Ø necessÆrio padronizar a concentraçªo desse
gÆs para cada aplicaçªo específica, na depen-
dŒncia das cepas bacterianas utilizadas, obser-
vando-se a relaçªo tempo/concentraçªo.
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Staphylococcus aureus belongs to the normal flora of the skin, mucosa and nasopharynx of several animal species, in-
cluding man, but it is also associated to illnesses such as abscesses, bacteremia, endocarditis and osteomyelitis, be-
sides showing resistance to multiple drugs. The purpose of this paper was to evaluate the disinfecting ability of ozone
when dissolved in water. Suspensions of Staphylococcus aureus with concentrations varying from 106 to 1016 microor-
ganisms/ml were prepared. One milliliter of each recently prepared suspension was added to 99 ml of distilled water
(with or without previous ozonization) contained in a crystal reactor. Aliquots of 0.1 ml of this new suspension were
taken at various time intervals and, then, serially diluted and inoculated on plaques. The data indicated that there was
difference in the disinfecting effect when distilled water was used with and without previous ozonization.
UNITERMS: Ozone; Staphylococcus aureus; Water; Disinfection.
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